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(57) Abstract 

The invention concerns 

•a method of determining 
substance-specific parameters of 
one or a plurality of molecules 
by correlation-spectroscopy, the 
molecule(s) in a sample containing 
a relatively high concentration of the 
molecule(s) to be determined being 
excited by electromagnetic radiation 
(exciting radiation) in order to emit 
electromagnetic radiation (emission 
radiation). The exciting and/or 
emission radiation passes through a 
device which is permeable to the corresponding wavelength of this electromagnetic radiation, said device being disposed between an 
exciting or emission radiation source and an exciting or emission radiation detector. In-order to permit the passage of electromagnetic 
waves, this device comprises at least one area whose greatest extension in at least one spatial direction is shorter than the wavelength of 
the exciting and/or emission radiation of the molecule(s). 

(57) Zusammen&ssung 

Verfahren zur Bestiramung stoffspezifischer Parameter eines oder weniger MoleJcttle mittels Korrelations-Spektroskopie, wobei das 
Molekul in einer Probe, in der das (die) zu bestirnmende(n) MolekQl(e) in relativ hoher Konzentration vorhanden ist (sind), oder die Molekttle 
durch elektromagnetische Strahlung (Excitationsstrahlung) rur Abgabe von elektromagnetischer Strahlung (Emissionsstrahlung) angeregt 
wird oder werden, wobei die Excitations- und/oder Emissionsstrahlung eine fur die entsprechende Wellenlange dieser elektromagnetischen 
Strahlung durchlassige Einrichtung passiert, die rwischen einer Excitations- oder Emissionsstrahlungsquelle und einem Excitations- 
oder Emissionsstrahlungsdetektor angeordnet ist, wobei die Einrichtung zum Durchlassen elektromagnetischer Wellen mindestens einen 
Bercich aufweist, dessen grOBte Ausdehnung in mindestens einer Raumrichtung kleiner ist als die Wellenlange der Excitations- und/oder 
Emissionsstrahlung des Molekllls oder der Molekttle. 
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Verfahren und Vorrichtunq zur Bestimmunq stof f spezifischer 
Parameter eines oder weniaer Molekule mittels Korrelations- 
Spektroskopie 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur 
Bestimmung stof f spezifischer Parameter eines oder weniger 
Molekule mittels Korrelations-Spektroskopie, sowie eine 
Vorrichtung zur Durchfuhrung dieses Verfahrens. 

Die WO 94/16313 beschreibt die Methode der Fluoreszenz- 
Korrelations-Spektroskopie (FCS) als Untersuchungsmethode . 
Durch eine konfokale Anordnung konnen extrem kleine Volumen- 
elemente in einer Probe verschiedenster stofflicher Zu- 
sammensetzung untersucht werden. Durch Messung der spektros- 
kopischen Parameter einzelner oder weniger Molekule lassen 
sich somit Aussagen gewinnen, die Riickschltisse auf die 
stoffliche Zusammensetzung dieser kleinen Volumenelemente 
erlauben. Diese Methode benotigt jedoch relativ niedrige 
Konzentrationen der zu untersuchenden Molekule. Mochte man 
die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie auf Systeme 
ubertragen, in denen relativ hohe Konzentrationen des zu 
messenden Molekuls herrschen, stoSt die Methode an ihre 
Grenzen, da dann eine Fluktuationsanalyse nicht mehr moglich 
ist. Sind beispielsweise bei einem MeSvolumen von 10' 14 1, 
Konzentrationen -von mehr als 1 /xm der zu untersuchenden 
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Molekiile vorhanden, ist die bislang angewendete Fluoreszenz- 
Korrelations-Spektroskopie ungeeignet . 

Aus Fischer (J. Opt. Soc. Amb. B., Vol. 3, No, 10, pp. 1239 - 
1244, October 1986) ist bekannt, da£ das Konzept der "sur- 
face-enhanced fluorescence spectroscopy" anwendbar ist, um 
kleine Anderungen in den optischen Eigenschaften der Mikroum- 
gebung eines einzelnen kleinen Streuobjektes zu detektieren. 
Submikrometerof fnungen in dunnen, auf einem Objekttrager 
aufgebrachten Silber- oder Goldfilmen werden hier verwendet, 
um die Eigenschaften der zu untersuchenden Losung zu analy- 
sieren . 

Srivastava und Badyopadhyay (Rev. Sci. Instrum. 61 (2), 1990) 
beschreiben eine Vorrichtung zur Messung der Photolumines- 
zenz, welche optische Fasern verwendet, um die Excitations - 
und Emissionsstrahlung zu leiten. Dieses Spektrometer wird 
eingesetzt, um Photolumineszenzspektren mehrerer III-V- 
Komponenten zu bestimmen. 

Miniaturisierte Dntersuchungssysteme sind z, B. in DD 271 953 
Al beschrieben. Eine Einrichtung zur automat ischen photo- 
metrischen Analyse kleinster Probenmengen, mit der Trans- 
missions- ( Ext ink t ions-) und Fluoreszenzmessungen durch- 
gefuhrt werden konnen, ist dort offenbart. In einem Trager 
sind Wellenleiterbahnen implement iert , die mit ihrer Ober- 
flache zumindest in Abschnitten im optischen Kontakt mit 
mindestens einer Probe stehen. Fur jede Wellenleiterbahn sind 
in dem Trager implement ierte Mittel zur Einkopplung elektro- 
magnetischer Strahlung in die Wellenleiterbahnen vorgesehen. 
Zur Integration in periphere Technik ist der Trager auf einem 
Transportmittel befestigt, das einen Kontakt mit Mitteln zur 
Probenvorbereitung und Nachbehandlung herstellt. 

Keines der beschriebenen Verfahren ermoglicht jedoch die 
Erweiterung der MeSgrenzen der Korrelations-Spektroskopie 
2u hoheren Konzentrationen. Insbesondere ist auch keine 
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miniaturisierte Vorrichtung zur Durchfuhrung der Korre- 
lations-Spektroskopie vorbeschrieben. Eine derartige Vor- 
richtung ist fur die moderne Biotechnologie, insbesondere 
die evolutive Biotechnologie, wunschenswert . 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe besteht sorait 
darin, ein leistungsfahiges Untersuchungssystem zu ent- 
wickeln, welches die Bestimmung stof f spezif ischer Parameter 
von Molekulen in relativ hochkonzentrierten Losungen mittels 
der Korrelations-Spektroskopie, insbesondere der Fluoreszenz- 
Korrelations-Spektroskopie, ermoglicht. Dieses Untersuchungs- 
system sollte miniaturisierbar sein. 

Uberraschenderweise wird die der Erfindung zugrundeliegende 
Aufgabe gelost durch ein Verfahren zur Bestimmung stof fspezi- 
f ischer Parameter eines oder weniger Molekiile in einer Probe, 
in der das (die) zu bestimmende (n) Molekul(e) in relativ 
hoher Konzentration vorhanden ist (sind) , wobei das Molekul 
oder die Molekiile durch elektromagnetische Strahlung (Ex- 
citationsstrahlung) zur Abgabe von elektromagnet ischer 
Strahlung (Emissionsstrahlung) angeregt wird oder werden, 
wobei die Excitations- und/oder Emissionsstrahlung eine fur 
die entsprechende Wellenlange dieser elektromagnet ischen 
Strahlung durchlassige Einrichtung passiert, die zwischen 
einer Excitations- oder Emissionsstrahlungsquelle und einem 
Excitations- oder Emissionsstrahlungsdetektor angeordnet ist, 
wobei die Einrichtung zum Durchlassen elektromagnet ischer 
Wellen mindestens einen Bereich aufweist, dessen groSte 
Ausdehnung in mindestens einer Raumrichtung kleiner ist als 
die Wellenlange der Excitations- und/oder Emissionsstrahlung 
des Molekiils oder der Molekiile. 

Dem erf indungsgemaSen Verfahren liegt das Prinzip der 
optischen Nahf eldmikroskopie zu Grunde. Ndrmalerweise kann 
ein Lichtstrahl nicht auf einen Durchmesser fokussiert 
werden, der seine Wellenlange wesentlich unterschreitet . 
Trifft er aber auf eine entsprechend kleine Blende, dringt 
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das elektromagnetische Feld durch die Offnung hindurch, 
klingt aber in weiterer Entfernung von der Blende sehr 
schnell ab. 

Die erf indungsgemafi, zu verwendende, fur elektromagnetische 
Strahlung durchlassige Einrichtung weist vorzugsweise Be- 
reiche in Form von Lochblenden Oder Spaltblenden auf . Die 
Einrichtung weist insbesondere Bereiche auf, die durch 
Lichtleiter mit fokussierenden optischen Elementen, wie 
Mikrolinsen, Gradientenindexlinsen oder binaren optischen 
Elementen optisch koppelbar und/oder in den Lichtleiter 
integrierbar sind. 

Sowohl das Anregungslicht als auch das emittierte Licht kann 
durch Lichtleiter gefiltert werden, insbesondere in Kom- 
bination mit fokussierenden Elementen. Das emittierte Licht, 
insbesondere das Fluoreszenzlicht , kann in einem derartigen 
Aufbau entweder uber die gleiche Glasfaser wie das An- 
regungslicht - versehen mit einem Strahlenteiler - oder nach 
Einkopplung in einen weiteren Lichtleiter, einem geeigneten 
Detektor zugefuhrt werden. 

Als Lichtquelle wird vorzugsweise ein Laser benutzt. Das 
Licht dieses Lasers wird durch eine Blende oder das "ge- 
taperte" (d.h. verjungte) Ende einer Faser, deren Hiille 
optisch undurchlassig beschichtet ist, auf ein kleines 
Volumenelement fokussiert. Die Probe wird vorzugsweise in 
einer Durchflufikapillare oder einer stehenden Losung (batch) 
gemessen. Zweidimensionale Anordnungen dieser "batches" sind 
vorzugsweise in Wafer angeordnet, wie sie in P 43 22 147.5 
beschrieben sind. Direkt an die Probenkammer schlieSt sich 
ein weiterer Spalt oder das getaperte Ende einer zweiten 
Faser an, der/das das Fluoreszenzlicht fiber einen geeigneten 
Filter auf das Detektorelement ubertragt. Durch die Ver- 
wendung von fokussierenden Elementen kann die Qualitat des 
Licht strahles verbessert werden, und eine Anordnung reali- 
siert werden, die den gjeichen Lichtweg fur Anregung und 
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Detektion benutzt. Dabei sind auch Kombinationen mit der 
herkommlichen FCS denkbar, z.B. die Anregung rait der be- 
schriebenen Faser und die Detektion uber ein gewohnliches 
Mikroskopobjektiv, oder umgekehrt. 

Die Vorteile des erf indungsgemaSen Verfahrens sind insbe- 
sonde re : 

a) hohere Konzentrationen sind mefibar; 

b) der Fokus eines Nahfeldmikroskopes ist wesentlich 
kleiner als der eines konventionellen Mikroskops (ca. 
50 bis 100 nm gegenuber > 300 nm) . Damit werden die 
Diffusionszeiten der Molekule durch das MeSelement 
kiirzer und entsprechend geringere MeSzeiten ermoglicht; 

c) getaperte Fasern sind preisgiinstiger als Mikroskop- 
objektive herzustellen; 

d) je nach Durchmesser des Faserendes konnen evtl. mehrere 
Fasern urn das Mefcvolumen, in dem das zu messende Mole- 
kul oder Molekule vorhanden ist, gruppiert werden und 
erlauben so die Anregung oder Detektion bei ver- 
schiedenen Wellenlangen unter Verwendung einer Faser 
pro Wellenlange; 

e) es konnen mehrere Fasern gleichzeitig in beliebiger 
raumlicher Anordnung zueinander eingesetzt werden. 

f ) der kleinere Fokus fuhrt zu einem geringeren EinfluE 
des Photobleichens ("Photobleaching") der Farbstoff- 
raolekiile auf die Korrelationsf unktion. Dieser Vorteil 
kommt umso starker zum Tragen, je langsamer die be- 
obachteten Partikel dif fundieren. 

Eine weitere der Erf indung zugrundeliegende Aufgabe besteht 
darin, das Untersuchungssystem in miniaturisierter Ausfuhrung 
bereit zustellen . 

In der Optoelektronik verwendete Laser- und Leuchtdioden (LDs 
und LEDs) sind miniaturisierbar und lassen sich somit in 
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geeigneter Weise als Lichtquelle benutzen. Vorzugsweise wird 
die Excitationsstrahlung von einer Einheit geliefert, die 
ein Halbleiterlaser, ein f requenzvervielf achter Halbleiter- 
laser ist. Insbesondere werden Vorrichtungen bevorzugt 
eingesetzt, die mittels Wellenleitern, wie Glasfasern, 
verstarkte Lichtpulse liefern. Dazu gehoren insbesondere 
Erbium-dotierte Glasfasern. Uber einen miniaturisierten, 
getaperten Lichtwellenleiter wird somit das aus der aktiven 
Schicht ausgekoppelte Licht auf ein kleines Volumenelement 
fokussiert. Hierzu konnen ggf . zusatzlich Loch- oder Spalt- 
blenden eingesetzt werden. Der Detektor wird hinter einer 
ahnlichen Optik plaziert, so daS die Foci ubereinstimmen 
(konfokal) . Der Winkel, unter dem die Anregungs- und 
Detektoroptik plaziert werden, ist dabei beliebig einstell- 
bar. Besonders bevorzugt ist die Messung der Emissions - 
strahlung von einer Detektionseinheit , wie einer als Photo- 
diode geschalteten pin-Schicht, Lawinenphotodioden oder 
Photomultiplier . Fur den Rontgenbereich werden Si: Li, Ge:Li- 
Detektoren eingesetzt. 

Unter Verwendung all dieser Elemente lafit sich eine FCS- 
Apparatur aufbauen, deren Komponenten auf einem Chip zu- 
sammengefaSt werden konnen und die mit den ublichen Mikro- 
strukturf ertigungsverf ahren hergestellt werden kann. 

Neben den genannten Lichtquellen und Detektoren kommen 
refraktive oder diffraktive optische Elemente in Frage, die 
ahnlich wie Linsen Licht fokussieren. Die Apparatur kann 
somit sowohl mit konventioneller als auch mit Nahfeldoptik 
ausgelegt werden, Es kann vollig auf den Einsatz eines 
Mikroskopes verzichtet werden. 

Fur die Mikro-FCS-Varianten sind einander ahnliche Anord- 
nungen moglich: 

a) Senkrecht zum einfallenden Fluoreszenzlicht werden ein 
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Oder zwei Detektoren angebracht . 

b) In Durchstrahlrichtung des Anregungslichtes alternativ 
ein zusatzlicher Detektor zur unter a) genannten 
Variante, oder dieser Detektor einzeln stehend, jeweils 

— in Kombination mit einem geeigneten Filter. 

c) Anordnung einer Vielzahl von Detektoren entlang einer 
Durchflufikapillare. Die Detektoren konnen so abgestimmt 
werden, daS die uberlagerte FluSgeschwindigkeit in der 
Kapillare gerade kompensiert wird. Es ist auch moglich, 
in dieser Variante die ganze Kapillare auszuleuchten 
und die Beschrankung auf das kleine Raumvolumen mir 
durch die Detektoroptik vorzunehmen . 

d) Ein sternformig urn die Kapillare angebrachtes Detekto- 
renarray, dem das Fluoreszenzlicht mittels Lichtleitern 
zugefiihrt wird. Das Fluoreszenzlicht kann mittels eines 
Mikrolinsenarrays in die Fasern eingekoppelt werden. 

Die Vorteile dieser Varianten sind: 

1. Deutliche Verringerung der notwendigen Anzahl an Bau- 
teilen. 

2. Leichte Moglichkeit zum Aufbau einer parallelen FCS- 
Einheit. 

3. Aus den verringerten Dimensionen . ergibt sich eine 
Handhabbarkeit der FCS als Tischgerat, evtl. selbst als 
hochparallele Anlage, ~~ 

4. Detektor anordnung nach lit c) ermoglicht die Analyse 
der zeitlichen Fluoreszenzanderung einer Probe. 

5. Die sternffirmige Detektoranordnung ermoglicht bei 
Verwendung mehrerer Lichtquellen die Miniaturisierung 
der Kreuzkorrelat ion . 

6. Stark verringerte Produktionskosten in der Serienferti- 
gung . 

7. Die Integration eines derartig miniaturisierten FCS- 
Aufbaus in durch Mikrosystemtechnik geschaf fenen 
Systemen (Flufireaktor , Peptidparallel-Synthese) ist 
realisie-rbar . 
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8. Reduktion der Streukapazitat an Verstarkern und Regel- 
elektronik durch die Integration dieser Einheiten 
direkt auf dem Chip. Darait einhergehend eine wesent- 
liche Empf indlichkeitssteigerung der Me£-Elektronik. 

Das erfindungsgemafie Verfahren verwendet vorzugsweise als 
elektromagnetische Strahlung der Emission und/oder Excitation 
solche mit Frequenzen, die im typischen Bereich der Chemi- 
lumineszenz, Kernf luoreszenz und Rontgenf luoresenz liegen. 

Erf indungsgemaJS kann auch die Wechselwirkung der Chemi- 
lumineszenz uber Koppelung mit anderen physikalischen 
Effekten wie kernmagnet ische Resonanz, allgemein 
elektrischen f magnetischen und elektromagnetischen Feldern 
(Spektrallinienauf spaltung) , Frequenzverdoppelung (SHG) , 
Summen- und Dif f erenzf requenz, Vibrationsef f ekte, Koppelung 
mit Phononen der umgebenden festen Phase beispielsweise 
Oberf lachenplasmonen als Emissionsstrahlung gemessen werden, 
oder einer Kombination mit atomic force microscopy erfolgen. 

Eine bevorzugte Anordnung der FCS ist die Fokussierung des 
Beobachtungsgebietes auf ein kleines Volumenelement , in dem 
einzelne Photonen gez&hlt und mittels Korrelationsanalyse 
ausgewertet werden. Es ist dabei nicht zwingend, dafi die 
Photonen aus der Fluoreszenz eines Molekuls statnmen. Fur 
diesen Zweck konnen auch andere Quellen dienen. Zum Beispiel 
kann die Fluoreszenzloschung durch Elektronenspinresonanz 
an einem Einzelmolekul nachgewiesen werden. Daruberhinaus 
sind weitere Prozesse einsetzbar, urn Photonen zu lief em. 
Dafur kommen nicht lineare optische Effekte (Frequenzver- 
doppelung oder -verdreif achung (SHG oder THG) , Summen- und 
Diff erenzf requenz) in Frage. Die fur eine effiziente Ausbeute 
notigen Energiedichten sind in kontinuierlicher Anregung zwar 
schwer erreichbar, und konnten auch zu einer schnellen 
Zerstorung des Farbstoffes fiihren. In der P 43 42 703 ist 
aber die Verwendung einer hochfrequent gepulsten Lichtquelle 
beschrieben. Damit lassen sich die vorstehend genannten 
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Probleme vermeiden. 

Eine andere Quelle der Emiseionsstrahlung stellt die Elektro- 
chemilumineszenz dar. Dafur ist es bevorzugt, eine Elektrode 
nahe dem Beobachtungsvolumen anzubringen. 

Die Entwicklung einer geeigneten FCS-Apparatur zur Ausnutzung 
innerer Niveaus erlaubt einen kleineren Fokus durch die 
verwendete geringere Wellenlange, Auch wird gegebenenfalls 
sogar die Fluoreszenzmarkierung der zu untersuchenden Species 
uberflussig. ZweckmaSigerweise wird man dazu Wellenlangen 
im sogenannten "Wasserfenster" (Zwischen 284 und 543 eV) zur 
Anregung auswahlen. In diesem Wellenlangenbereich ist Wasser 
transparent (keine Absorption durch Sauerstoff ) , wahrend 
organische Substanzen liber den enthaltenen Kohlenstof f ab- 
sorbieren. 

Vorzugsweise ist eine Anzahl von Detektoren so angeordnet, 
daS das als Quelle der Emissionsstrahlung dienende Molekul 
bei Passieren der Detektoren in zeitlicher Korrelation rnit 
dem Passieren beobachtet wird. 

Das erf indungsgemafie Verfahren laEt sich insbesondere mit 
einer Vprrichtung durchfuhren, die eine auf einem Substrat 
angeordnete Excitationsstrahlungsquelle, eine im Strahlengang 
der Excitations- und/oder Emissionsstrahlung bef indliche fur 
die entsprechende Wellenlange dieser elektromagnetischen 
Strahlung durchlassige Einrichtung, einen Detektor fiir 
elektromagnetische Strahlung, die insbesondere durch Emission 
hervorgerufen wird und elektronische Schaltelemente, gegebe- 
nenfalls mit Auswertungseinheiten zur Analyse emittierter 
elektromagnetischer Strahlung aufweist. 

In einer bevorzugten Ausfiihrung besteht das Substrat aus 
einem Wafer eines in der Mikroelektronik verwendeten 
Materials (etwa Si, Si0 2 , Si 3 N 4 , GaAs) . Die fur die Steuerung 



WO 96/13744 



PCI7EP95/04213 



- 10 - 

des Lasers und fur die Auswertung des MeSsignals benotigte 
Elektronik wird bei dieser Variante monolithisch in den Wafer 
integriert, Insbesondere kann es sich bei dem Substrat auch 
um ein piezoelektrisches Element handeln. 

Vorzugsweise ist der Detektor als Photodetektor ausgestaltet 
und am Boden eines das Substrat durchziehenden Kanals an- 
geordnet. Die Excitationsstrahlungsquelle kann insbesondere 
in einem Winkel > 0 s 180° zu der Detektionseinheit einge- 
strahlt werden. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsf orm der erf indungsgemaSen Vor- 
richtung ist dadurch gekennzeichnet , dafi die Detektoreinheit 
als Multidetektoreneinheit ausgebildet ist. 

Das erf indungsgemciSe Verfahren zur Messung der zeitlichen 
Auf enthaltsdauer f luoreszenzmarkierter Molekule durch Aus- 
leuchtung und/oder konfokaler Abbildung kleiner Volumen- 
elemente laSt sich durch unterschiedliche Vorrichtungen 
realisieren. Die in P 43 42 703 beschriebene Vorrichtung mit 
Elementen der konfokalen Laserspektroskopie ist eine 
bevorzugte Moglichkeit . 

Allerdings ist die Einsetzbarkeit der Vorrichtung technisch 
eingeschrankt : 

Es lassen sich nur Objekte analysieren, die in der 
optischen MeSvorrichtung als Probe zuganglich gemacht 
werden konnen. 

Die teuren Herstellkosten der MeSvorrichtung sind 
hinderlich. 

Die Geratedimension ist unhandlich und eignet sich z.B. 
wenig fiir transportable Gerate. 

Eine massive Parallel isierung von MeSvolumina ist 
auf wendig . 

Es werden kostspielige Lasersysteme verwendet . 

z.B. zur Messung bei hoheren Konzentrationen sind 
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MeSvolumina >lambda zu groS. 

Die erfindungsgemaSe Vorrichtung setzt zur Losung des oben 
genannten Nachteils eine integrierte Optik mit integrierten 
Laserlichtquellen (Laserdioden) ein. Hiermit ergeben sich 
Moglichkeiten, wie sie apparativ durch die Methoden der Nah- 
feldmikroskopie gegeben sind. 

Wichtige Aspekte der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie 
(FCS) sind 

die konfokale Anordnung des Anregungsvolumens und des 
MeSvolumens bei rnoglichst kleinen Volumina (<<10~ 12 1) 
Die Auswertung des Lichtsignals durch Korrelations- 
tnethoden unter Beriicksichtigung der Dif f usionszeiten 
der Translation und/oder der Rotation eines Molekiils 
itn MeSvolumen. 

Bisher werden diese Anf orderungen durch einen Aufbau unter 
Verwendung eines konfokalen Mikroskopes verwirklicht . Die 
Verwendung miniaturisierter Bauelemente oder die tnono- 
lithische Integration vereinfachen die MeSanordnung . 

Der erf indungsgemafie miniaturisierte Aufbau, wie er in der 
erf indungsgemaSen Vorrichtung zutn Ausdruck kommt, bezieht 
sich auf ein Substrat, in dem Anregungs- und Detektions- 
einheit konfokal integriert werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform weist das Substrat einen 
Kanal in Form einer Kapillare oder eines Spaltes auf, in den 
die zu untersuchende Flussigkeit gegeben wird. Dort wird sie 
statisch oder im kontinuierlichen oder diskontinuierlichen 
Flufi analysiert. Eine solche Anordnung lafit sich typischer- 
weise mit den aus der Halbleitertechnik bekannten chemischen 
oder Laser-Atzverfahren herstellen, aber auch durch das LIGA- 
Verfahren. Dabei konnen samtliche mit der Herstellungstechnik 
kompatible Materialien zur Anwendung kommen. Urn den Kanal 
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werden Anregungs- und Detektionseinheit konfokal gruppiert. 
Der Winkel zwischen den optischen Achsen der Anregungs- und 
der Detektionseinheit ist beliebig, solange sich die Achsen 
im gemeinsamen Brennpunkt schneiden. 

Mit der erf indungsgemaSen Methode lassen sich sehr niedrige 
Konzentrationen (<10' 12 M) f luoreszierender Molekule bestimmen. 
Das Verfahren wird jedoch umstandlich und weniger prakti- 
kabel, wenn zu viele Zeiteinheiten bei unveranderten Raum- 
koordinaten eines oder mehrerer Mefivolumen abgewartet werden 
muE, bis zufallig ein zu messendes Molekiil das Raumelement 
des MeEvolumens passiert. Dieses Problem ist auch bei hoheren 
Konzentrationen von Bedeutung (>10" 12 M) , wenn die Diffusions- 
zeiten sehr klein sind, wie dies z.B. bei Zellen und zell- 
gebundenen Molekulen der Fall ist, Hier kann das Verfahren 
erf indungsgemaS so durchgefuhrt werden, daS dem eigent lichen 
Mefiverfahren ein Scan-ProzeE vorgeschaltet ist, bei dem die 
Raumkoordinaten solange in zeitlich kontinuierlicher oder 
diskontinuierlicher Art variiert werden, bis ein Signal der 
gewunschten Qualitat erfaSt wird, z.B. das gemeinsame Auf- 
treten einer korrelierten Fluoreszenz aus zwei Farben bei 
Verwendung der Kreuzkorrelationsmethode . Ist ein MeSsignal 
erfaSt, wird erf indungsgemaS der MeSvorgang gestartet. Die 
Verweilzeit eines Scanvorgangs kann weniger als eine 
Millisekunde pro MeSvorgang betragen, urn f estzustellen, daS 
das einzelne MeSvolumen oder die^parallel vermessenen MeS- 
volumina kein Molekul der gewunschten Charakteristik beinhal- 
ten. Bei dieser Vorgehensweise ist zu beachten, dafi die 
durchschnittlichen charakteristischen Dif fusionszeiten in 
ihrer absoluten GroSe auf berechenbare Weise beeinfluSt 
werden. Dies geschieht dadurch, daS z.B. fixierte Molekule 
(z.B. auf fixierten Bakterienzellen) direkt und ausschlieS- 
lich die zeitliche Variation der Veranderung der Raum- 
koordinaten des MeSvolumens wiedergeben, oder bei beweglichen 
kleinen Molekulen und sprunghafter Veranderung der Raum- 
koordinaten ca. die Halfte der durchschnittlichen Aufent- 
haltsdauer, da die Molekule sich bei Beginn des MeSvorgangs 
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bereits innerhalb des MeSvolumens befinden. 

Scanning- Prozesse, die der eigentlichen Messung vorgeschaltet 
sind, sind dann bevorzugt, wenn Zellpopulationen analysiert 
werden sollen, wobei nur ein Bruchteil der Zellen Molekule 
oder Molekulkomplexe mit den gewunschten MeSeigenschaf ten 
tragen. Dies ist z.B. bei der Analyse evolutiv hergestellter 
Mutantenpopulationen rekombinanter Zellen der Fall, aber auch 
bei der Analyse miitterlichen Blutes auf die Anwesenheit 
kindlicher, kernhaltiger Erythrozyten, die auf bestimmte Erb- 
anlagen oder Chromosomenanmomalien analysiert werden sollen. 

Weitere Anwendungsbeispiele sind die funktionale Genomanalyse 
durch Verwendung von Phagen- oder Bakterien-Displaysystemen, 
sowie entsprechende Anwendungen in der evolutiven Biotechno- 
iogie. In beiden Ausf uhrungsf ormen geht es um die Detektion 
und gezielte Selektion von Zellen oder Phagen mit spezi- 
fischen Bindungseigenschaf ten zu bestimmten Liganden vor 
einem Hintergrund nicht-reagierender Phagen oder Bakterien. 

Die Anzahl durchgemusterter Volumenelemente steigt somit er- 
heblich. In Kombination mit Kreuzkorrelation lassen sich 
somit im us bis nano-Sekundenbereich, im Einzel- und 
Multiarraybetrieb, viele Volumenelemente durchmustern . Die 
Verschiebung wird nur unterbrochen, wenn sich im erfaEten 
Volumenelement z. B. verschieden "farbige" Signale korreliert 
nachweisen lassen, Dann wird die Translationsdif fusions - 
konstante bestimmt. Diese Zeit ist um ein zu errechnendes 
Zeitelement (50 %) statistisch kiirzer, verglichen mit dem 
Fall, da£ ein T.eilchen in das Volumenelement von sich aus 
oder durch erzwungene Diffusion, eindringen muS. Ist ein 
Teilchen einmal erfaSt, kann es -auch durch Scanning der 
unmittelbaren Umgebung ein zweites Mai erfaSt werden. 

Die parallele Ausleuchtung mehrerer Volumenelemente mit 
konfokaler Optik ist bekannt . Parallele Ausleuchtung von 
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MeSvolumina , deren relative Abstande im /zm-Bereich liegen, 
gelingt durch die beschriebenen Vorrichtungen nicht oder nur 
unbefriedigend. Die erf indungsgemaS gewiinschten Ausleuchtun- 
gen mit einer Dimensionierung^ im unteren /im-Bereich und 
darunter gelingt erf indungsgemaS durch Verwendung holo- 
graphischer Gitter. Parallel konnen umf angreiche Arrays 
kleiner Volumenelemente durch Einsatz holographischer Gitter 
oder binarer optischer Elemente ausgeleuchtet werden. 

Die MeSvolumina werden erf indungsgemaS konfokal entweder uber 
die Verwendung mehrerer Lbchblenden in Objektebene, durch 
Posit ionierung von Multidetektorelementen in Objektebene oder 
durch. Einsatz von Lichtf aserbundeln mit Einkopplung des 
Lichtes in Objektebene und Ubertragung der Photonen-Detek- 
toren auf Fluoreszenzeigenschaf ten darin enthaltener Molekule 
vermessen, 

Bei der hochparallelisierten Ausleuchtung von kleinen 
Volumenelementen stellt sich das Problem der Registrierung 
der emittierten Fluoreszenzsignale aus den einzelnen 
Volumenelementen . 

In der WO-A- 94/16313 ist beschrieben, daS es moglich ist f 
kleine Raumelemente parallel auszuleuchten und die jeweiligen 
Fluoreszenzsignale individuell durch die Verwendung kon- 
f okaler Lochblendensysteme in Objektebene auf Multidetektoren 
abzubilden oder die Signale an der Position und anstelle der 
Lochblenden in Lichtleiter einzukoppeln und auf Detek- 
torelemente zu leiten oder die Multidetektoren anstelle und 
in der Position der der Lochblenden selbst zu positionieren. 
Es wird auch die Moglichkeit beschrieben, ein groSeres 
Volumenelement auszuleuchten und mit den oben beschriebenen 
konfokalen, parallelen Abbildungen kleiner Untervolumen- 
elemente zu kombinieren. 

Bei hoher Parallelisierung werden jedoch die Anf orderungen 
an die Anzahl der Detektorarrays und der mit der parallelen 
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Verarbeitung auflaufender Daten verbundene Rechenaufwahd 
erheblich. Erf indungsgemafi werden diese Probleme dadurch 
gelost, dafi in einer weiteren Form der Koppelung kleiner, 
parallel ausgeleuchteter Raumelemente mit einer Registrier- 
vorrichtung die Signale uber mehrere Raumelemente hinweg 
integriert erfafit werden, Diese Vorgehensweise ist insbe- 
sondere bei solchen Anwendungen von Nutzen, bei denen 

eine Vielzahl von Volumenelementen durchgemustert 
werden sollen 

der Rechenaufwand zugunsten der eingesetzten Rechen- 
kapazitat und der Rechendauer minimiert werden soli 
die Anzahl der pro Messung erfaSten Volumenelemente und 
somit das vermessene Gesamtvolumen maximiert werden 
soil 

Signale von Molekulen, Molekulkomplexen oder Zellen in 
hoher Verdunnung analysiert werden sollen 
die Prazision der ortsaufgelosten Erfassung von unter- 
geordneter Bedeutung ist 

die Anzahl der ausgesandten Lichtquanten wahrend der 
Diffusion durch ein einzelnes Raumelement fur eine Kor- 
relation ausreichend ist. 

Die Figur 1 zeigt in schematischer Form eine Aufsicht auf 
eine bevorzugte Vorrichtung zur Durchfuhrung des erfindungs- 
gemafien Verfahrens, wie sie unter Verwendung der Nahfeld- 
mikroskopie Verwendung findet* 

Die Figur 2 zeigt einen Schnitt durch die in Figur l gezeigte 

Ausfuhrungsform langs der Linie II II' . In dem Substrat 

1, das beispielsweise ein Siliciumwaf er sein kann, wird eine 
Kavitat in Form einer Kapillare oder eines Kanals 2 geatzt. 
Die an einer Seite der Kapillare oder dem Kanal 2 angeordnete 
Laserdiode '3 ist von der Kapillare oder dem Kanal 2 durch 
eine Blende 4 getrennt . Unterhalb der Kapillare ist- ein 
Detektor 5 angeordnet, der ebenfalls durch eine Blende 4 von 
der Kapillare oder dem Kanal 2 getrennt ist. Steuereinheiten 
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wie der Detektor-Controller 6, der insbesondere die 
Spannungsversorgung des Detektors ubernimmt, bzw. der Laser- 
diodentreiber 7 sind ebenfalls auf dem Chip integriert und 
mit den anzusteuernden Einheiten leitend verbunden. Vorzugs- 
weise besteht die Blende 4 aus einem "pin-hole" (Lochblende) 
oder einem Spalt, dessen Grofee kleiner ist als die Wellen- 
lange der verwendeten Excitationsstrahlung. 

Die Figur 3 zeigt ebenfalls in schematischer Form eine 
Auf sicht auf eine weitere bevorzugte Vorrichtung zur Durch- 
fiihrung des erf indungsgemaBen Verfahrens. 

Die Figur 4 zeigt einen Schnitt durch die in Figur 3 gezeigte 

Anordnung langs der Linie IV IV . Hier wird das von der 

Laserdiode 3 emittierte Licht durch eine Kollimationsoptik 
8 (Mikrolinse) in einen Wellenleiter 9 eingekoppelt , an 
dessen Ende sich z. B. eine zweite Mikrolinse 8 befindet. 
Letztere erzeugt den Fokus in dem Kanal 2, der mit dem durch 
die Blende 4 begrenzten Detektionsvolumen des Detektors 5 
uberlappt . 
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Ansoruche 

1. Verfahren zur Bestimmung stof fspezif ischer Parameter 
eines oder weniger Molekule mittels Korrelations- 
Spektroskopie, wobei das Molekiil in einer Probe, in der 
das (die) zu bestimmende(n) Molekiil (e) in relativ hoher 
Konzentration vorhanden ist (sind) , oder die Molekule 
durch elektromagnetische Strahlung (Excitations- 
strahlung) zur Abgabe von elektromagnetischer Strahlung 
(Emissionsstrahlung) angeregt wird oder werden, wobei 
die Excitations- und/oder Emissionsstrahlung eine fur 
die entsprechende Wellenlange dieser elektromag- 
netischen Strahlung durchlassige Einrichtung passiert, 
die zwischen einer Excitations- oder Emissionsstrah- 
lungsquelle und einem Excitations- oder Emissions - 
strahlungsdetektor angeordnet ist, wobei die Einrich- 
tung zum Durchlassen elektromagnetischer Wellen 
mindestens einen Bereich aufweist, dessen groSte Aus- 
dehnung in mindestens einer Raumrichtung kleiner ist 
als die Wellenlange der Excitations- und/oder 
Emissionsstrahlung des Molekuls oder der Molekule. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daS 
die fur elektromagnetische Strahlung durchlassige 
Einrichtung Bereiche in Form von Lochblenden oder 
Spaltblenden aufweist . 

3 . Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 
und/oder 2, dadurch gekennzeichnet, daS die fur 
elektromagnetische Strahlung durchlassige Einrichtung 
Bereiche aufweist, die durch Lichtleiter mit fokus- 
sierenden optischen Elementen, wie Mikrolinsen, Gra- 
dient enindexlinsen oder binaren optischen Elementen 
optisch kqppelbar und/oder in den Lichtleiter inte- 
grierbar sind. 
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4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, wobei die elektroma- 
gnetische Strahlung der Emission und/oder Excitation 
Frequenzen hat, die im typischen Bereich der Chemilumi- 
neszenz, Kernf luoreszenz und Rontgenfluoreszenz liegt. 

5* Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 4, 
wobei die Wechselwirkung der Chemilumineszenz uber 
Koppelung mit anderen physikalischen Effekten wie 
kernmagnetische Resonanz, elektrischen, magnetischen 
und elektromagnetischen Feldern (Spektrallinienauf - 
spaltung) , Frequenzverdoppelung (SHG, THG) , Summen- und 
Dif f erenzf requenz , Vibrationsef f ekte, Koppelung mit 
Phononen der umgebenden festen Phase beispielsweise 
Oberf lachenplasmonen als Emissionsstrahlung gemessen 
wird, oder wobei eine Kombination mit atomic force 
microscopy erfolgt. 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 5, 
wobei die Excitationsstrahlung von einer Einheit gelie- 
fert wird, die ein Halbleiterlaser oder ein frequenz- 
vervielf achter Halbleiterlaser ist, wobei die erzeugten 
Lichtpulse gegebenenf alls mittels Wellenleitern, wie 
Glasfasern verstarkt sind. 

7. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, 
wobei die Emissionsstrahlung von einer als Photodiode 
geschalteten pin^Schicht , Lawinenphotodioden oder 
Photomultiplier detektiert wird. 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 7, 
wobei die Quelle der zu detektierenden Strahlung, der 
Detektor der Strahlung, die Opfeik und Schaltungselemen- 
te auf einem. Substrat angeordnet sind. 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 8, 
wobei eine Anzahl von Detektoren so angeordnet ist, daS 
das als Quelle der Emissionsstrahlung dienende Molekiil 
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bei Passieren der Detektoren in zeitlicher Korrelation 
mit dem Passieren beobachtet wird. 

10. Verfahren nach mindestens^einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet , da& zur Anregung elektro- 
magnet ische Strahlung mit Energien zwischen 284 und 543 
eV verwendet wird. 

11. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Ausleuchtung von MeS- 
volumina durch Verwendung von holographischen Gittern 
oder binaren optischen Elementen erfolgt. 

12. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, daS die Emissions strahlung 
mindestens zweier Raumelemente integriert erfafit wird. 

13. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem 
der Anspruche 1 bis 12 mit einer auf einem Substrat 
angeordneten Excitationsstrahlungsquelle, einer im 
Strahlengang der Excitations- und/oder Emissions- 
strahlung befindlichen fur die entsprechende Wellen- 
lange dieser elektromagnetischen Strahlung durch- 
lassigen Einrichtung, einem Detektor fur elektro- 
magnetische Strahlung, die insbesondere durch Emission 
hervorgerufen wird, und elektronischer Schalt element e 
gegebenenfalls mit Auswertungseinheiten zur Analyse 
emittierter elektromagnetischer Strahlung. 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13, wobei die fur elektroma- 
gnetische Strahlung durchlassige Einrichtung Bereiche 
in Form von Lochblenden oder Spaltblenden aufweist. 

15. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 13 bis 
14, wobei die fur elektromagnetische Strahlung durch- 
lassige Einrichtung Bereiche aufweist, die durch Licht- 
leiter mit f okussierenden optischen Elementen, wie 
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Mikrolinsen, Gradientenindexlinsen Oder binaren 
optischen Elementen optisch koppelbar und/oder in den 
Lichtleiter integrierbar sind. 

16. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 13 bis 

15, wobei das Substrat ein Siliciumwafer ist. 

17 . Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 13 bis 

16, wobei der Detektor als Photodetektor ausgestaltet 
ist und am Boden eines das Substrat durchziehenden 
Kanals angeordnet ist und die Excitationsstrahlungs- 
quelle in einem 0° < Winkel < 180° zu der Detektions- 
einheit eingestrahlt werden kann. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet , dafi die Detektoreinheit als Multi- 
detektoreneinheit ausgebildet ist . 

19. Vorrichtung nach einem der Anspruche 13 bis 18, dadurch 
gekennzeichnet, daS das Substrat ein piezo-elektrisches 
Element ist . 

20. Verwendung einer Vorrichtung zur Durchfuhrung des 
Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 12 mit einer 
auf einem Substrat angeordneten Excitationsstrahlungs- 
quelle, einem Detektor fur elektromagnetische 
Strahlung, die insbesondere durch Emission hervor- 
gerufen wird, und elektronischer Schaltelemente, gege- 
benenfalls mit Auswertereinheiten zur Analyse 
emittierter elektromagnetischer Strahlung. 
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Fig. 2 
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Fig. 4 
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